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SUMMARY.
C i s p l a t i n  ( C D D P )  i s  a n  a c t i v e  c y t o s t a t Í c  a g e n t .  A  l i m i t a t i o n  t o  i t s
e f f e c t i v e n e s s  i n i t i a l l y  o r  a p p e a r i n g  d u r i n g  c y t o s t a t i c  t r e a t m e n t  i s  t h e
o c c u r r e n c o  o f  r e s i s t a n c e .  T h i s  t h e s i s  d e s c r i b e s  m e c h a n i s m s  w h i c h  a r e
r e p o n s i b l e  f o r  a c q u i r e d  c e I l u I a r  C D D P  r e s i s t a n c e .  T o  i n v e s t i g a t o  c e l l u l a r
C D D P  r e s i s t a n c e ,  a  C D D P  r e s i s t a n t  s u b l i n e  ( G L C O - C D D P )  i s  d e v e l o p e d  f r o m  a
h u m a n  s m a l l  c e l l  l u n g  c a r c i n o m a  c e l l  l i n e  ( G L C á ) ,  a f t e r  p r o l o n g e d  i n  v i t r o
C D D P  e x p o s u r o ,
I n  c h a p t e r  !  a  r o v i o w  i s  g i v e n  o f  c e l l u l a r  m e c h a n i s m s  w h i c h  c o u l d  b o
r e s p o n s i b l e  f o r  C D D P  r e s i s t a n c e .  M o c h a n i s m s  o f  r e s i s t a n c e  I e a d  t o  a v o i d  t h e
f o r m a t i o n  o f  c y t o t o x i c  I e s i o n s  o r  g i v e  r i s e  t o  t h e Í r  r a p i d  r e p a i r  o r
t o l e r a n c e .  T h e  C D D P  i n d u c o d  D N A  c h a n g e s  a r o  c o n s i d e r e d  t o  b e  t h e  c y t o t o x i c
l e s i o n s .  A  d e c r e a s e  i n  t h e  e x t e n d  o f  t h e s o  t h i s  l e s i o n  c a n  b e  c a u s e d  b y  a
c h a n g e  i n  t h e  c y t o p l a s m a  a n d / o r  n u c l e a r  m e m b r a n e ,  b o t h  c o u l d  r e s u l t  i n  a
l o w e r  c e l l u l a r  a n d / o r  n u c l e a r  C D D P  c o n c e n t r a t i o n .  A n o t h e r  p o s s i b i l Í t y  i s  a
c h a n g e  i n  t h e  t o x i c i t y  o f  C D D P  c a u s e d  b y  a n  a l t o r e d  c y t o p l a s m a  a n d / o r
n u c l e a r p l a s m a  c o m p o s i t i o n ,  f o r  e x a m p l e  b y  a n  i n c r e a s e  i n  g l u t a t h i o n e  ( G S H )  o r
c h l o r i d e  c o n t e n t .  A  m o d i f i c a t i o n  i n  a  p r o t e i n  ( f o r  e x a m p l e  a  t o p o i s o m e r a s e )
o r  D N A  c a n  r e s u l t  i n  a  d e c r e a s e ,  c h a n g e ,  t o l o r a n c o  o r  r e p a i r  o f  t h e  C D D P
i n d u c e d  D N A  c h a n g e s .  A n  a l t e r e d  D N A  c o n f o r m a t i o n  c a n  b o  t h o  c a u s e  f o r  e x a m p l e
b y  a  c h a n g e  i n  t h e  i n t r a n u c l e a r  p o l y a m i n e  o r  t o p o i s o m e r a s €  c o n c e n t r a t i o n .
I n  t h e  c h a p t o r s  2 ,  3 , 4 ,  5  a n d  6  t h o  e f f e c t  o f  C D D P  o n  D N A  h a s  b e e n
s t u d i o d .  C D D P  c a u s e s  i n  t h e  D N A  t h e  f o l l o w i n g  p l a t i n a t i o n  p r o d u c t s  ( t h e  s o
c a l l e d  " a d d u c t s " )  :  P t - G G ,  P t - A G ,  P t - G - X - G ,  p r o t e i n - P t - D N A  a n d  t h €  i n t e r s t a n d
c r o s s l i n k s .  T o  s t u d y  t h e  C D D P  i n d u c e d  D N A  d a m a g o ,  t w o  m e t h o d s  h a v e  b e o n  u s e d .
o n e  m e t h o d  h a s  t h e  a b i l i t y  t o  m e a s u r e  t h e  P I - G G ,  P t - A G ,  G - P t - G ,  P I - G M P  a d d u c t
c o n t e n t  i n  d i g e s t e d  p l a t i n a t e d  D N A  i n  t h e  f r a c t i o n s  w h i c h  a r i s e  a f t e r  h i g h
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p e r f o r m a n c o  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  s e p a r a t i o n ,  A  l o w  a d d u c t  c o n c e n t r a t i o n  (  <
1 5  n g  P t l m l )  i s  m e a s u r e d  b y  t h e  u s €  o f  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s ,  h i g h e r
c o n c e n t r a t i o n s  a r ê  d e t e c t e d  b y  a t o m i c  a b s o r p t i o n .  T h i s  m e t h o d  c a n  n o t  m e a s u r e
t h e  i n t € r s t r a n d  c r o s s l i n k s  s e p e r a t o l y  f r o m  t h e  P t - G - X - G  a d d u c t s .  T o  d e t e c t
t h e  i n t € r s t r a n d  c r o s s l i n k s  t h e  e t h i d i u m  b r o m i d e  a s s a y  i s  u s e d ,
C h a p t e r  2  d e s c r i b e s  t h e  d e v e l o p m e n t  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  C D D P
r e s i s t a n t  h u m a n  s m a l l  c e l l  l u n g  c a r c i n o m a  c e l l  l i n e ,  C o m p a r e d  w i t h  G L C 4 ,
G L C 4 - C D D P  s h o w e d  a n  i n c r e a s e  i n  d o u b l i n g  t i m e  a n d  a  d e c r e a s e  i n  t h e  c l o n i n g
e f f i c i e n c y ,  t h o  c e l l u l a r  s i z e ,  t h e  a m o u n t  o f  d o u b l e  m i n u t e s  p e r  c e l l ,  t h e
c e l l u l a r  a n d  n u c l e a r  p r o t e i n  c o n t e n t ,  a n d  t h o  H L A - a b c  a n d  H N K ,  a n t i g e n
e x p r e s s i o n .  C r o s s  r e s i s t a n c e  i s  f o u n d  f o r  a d r i a m y c i n ,  m e l p h a l a n ,  c a d m i u n
c h l o r i d e ,  c a r b o p l a t i n  a n d  c i s - d i c h l o r o - t r a n s - d i h y d r o x o - c i s - b i s ( i s o p r o l y l -
a m i n e  p l a t i n u m ( I V ) ,  n o  c r o s s  r e s i s t a n c e  f o r  v i n c r i s t i n e  i s  f o u n d ,  T h e
p l a t i n u m ( P t  )  c o n c e n t r a t i o n  i s  t h e  s a m e  f o r  b o t h  c e l l  l i n e s .  T h e  a m o u n t  o í
s u l f h y d r y l  c o m p o u n d s  i s  i n c r e a s e d  w i t h  a  f a c t o r  2 . 5 ,  t h i s  i n c r e m e n t  i s  c a u s e c
b y  t h e  i n c r e a s e  o f  t h e  G S H .  A  d e c r e a s o  i n  G L C 4 - C D D P  c o m p a r e d  w i t h  G L C 4  i s
f o u n d  i n  t h e  a m o u n t  o f  P t  b o u n d  t o  D N A  a n d  t h e  i n t e r s t r a n d  c r o s s l i n i
f o r m a t i o n .  U n d e r  t h e s e  c i r u m s t a n c e s  n o  d i f f o r e n c o  i s  f o u n d  i n  t h e  P t - G G
a d d u c t  c o n t e n t .  T h e r e f o r e  v a r i o u s  c h a n g e s  a p p e a r e d  t o  p l a y  a  r o l e  i n  t h e
d e v e l o p m e n t  o f  C D D P  r e s i s t a n c € .
C h a p t e r  3  d e s c r i b e s  t h o  m e c h a n i s m s  w h i c h  a r €  i m p o r t a n t  f o r  t l ' e
d e v e l o p m e n t  o f  C D D P  r e s i s t a n c e  i n  G L C . - C D D P .  F o r  t h e s e  e x p e r i m e n t s  G L C 4  a r :
t h e  i n  v i t r o  a c q u i r e d  C D D P  r € s i s t a n t  s u b l i n e s  G L C 4 - C D D P 3  a n d  G L C a - C D D P 1 1  h a r c
b e e n  u s e d ,  w i t h  a  r e s i s t a n c e  f a c t o r  o f  3  a n d  1 1 ,  r o s p e c t i v e l y .  T h e s e  c e l l
l i n e s  w i t h  t h o  s a m e  o r i g i n  b u t  a  q u a n t i t a t i v e  d i f f e r e n c e  i n  r e s i s t a n c c .
p o s s e s s  p r o b a b l y  t h e  s a m e  m e c h a n i s m  o f  r e s i s t a n c e .  N o  c o n s i s t e n c y  i s  f o u : :
b o t w e e n  t h o  r e s i s t a n c o  f a c t o r  a n d  t h ê  g r o w t h  p a t t e r n ,  t h e  c o l l u l a r  a ' :
n u c l e a r  P t  c o n t e n t ,  t h e  d i f f e r o n t i a t i o n  a n t i g e n s  a n d  t h e  l e v e l  o f  P t -  n : '
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h i s t o n e  c h r o m a t i n  p r o t e i n  b i n d i n g .  A l s o  n o  d i f f e r o n c s  i s  f o u n d  i n  t h e
i n t e r s t r a n d  c r o s s l i n k  f o r m a t i o n  c a u s e d  b y  c a r b o p l a t i n ,  i n  s p i t e  o f  t h e
e x i s t e n c e  o f  e r o s s  r e s i s t a n c e  f o r  t h a t  d r u g .  A  c o r r e l a t i o n  i s  f o u n d  b o t w o e n
the  res is tance fac to r  and the  GSH conten t ,  the  amount  o f  P t  bound to  DNA,  the
P I - G G  a d d u c t  c o n t e n t  a n d  t h e  a m o u n t  o f  i n t e r s t r a n d  c r o s s l i n k s .  I n  t h e s e
e x p e r i m e n t s  a  d i f f e r e n c e  i n  P I - G G  a d d u c t  c o n t e n t  i s  f o u n d ,  a n d  n o t  i n  t h e
e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  i n  c h a p t e r  2 .  T h i s  a p p a r e n t  c o n t r a d i c t i o n  i s  p r o b a b l y
c a u s e d  b y  a  p r o l o n g e d  C D D P  e x p o s i t i o n  t i m e  a n d  t h e  h i g h e r  C D D P  i n c u b a t i o n
c o n c € n t r a t i o n s  u s e d  i n  c h a p t e r  3 .  I n  c o n c l u s i o n  a  r e d u c e d  C D D P  i n d u c e d  n e t
D N A  p l a t i n a t i o n  s e e m s  t o  b e  a n  i m p o r t a n t  m e c h a n i s m  i n  C D D P  r e s i s t a n c e .  T h i s
reduc t ion  in  p la t ina t ion  can be  caused by  a  d i f fe rence in  fo rmat ion  and/or
r e p a i  r .
C h a p t e r  4  d e s c r i b e s  t h o  t h e  f o r m a t i o n  a n d  r e p a i r  o f  t h e  f o l l o w i n g
adducts :  P I -GG,  P I -AG,  G-PI -G and the  PI -GMP adduct .  The to ta l  P t  bound to
D N A  i s  m e a s u r e d  b y  a t o m i c  a b s o r p t i o n .  I n  G L C 4  t h e r e  i s ,  2 2  h o u r  a f t e r  t h e  2
hour  100 Um CDDP incubat ion  compared w i th  GLC4-CDDP,  an  inc reased ne t
fo rmat ion  o f  the  to ta l  P t  bound to  DNA,  P I -GG and the  PI -AG adduct  No
d i f f e r e n c e  i s  f o u n d  i n  t h e  n o t  f o r m a t i o n  o f  t h e  P I - G M P  a n d  t h o  G - P I - G  a d d u c t .
S u r p r i s i n g  i s  t h e  s l o w  P I - A G  a d d u c t  f o r m a t i o n .  I n  b o t h  c e l l  l i n e s  a  m a x i m u m
is  found a f te r  10  hour .  Quant i ta t i ve  th is  can no t  bs  exp la ined by  monoadduct
convers ion .  In  GLC4 there  is  22  hour  a f to r  the  2  hour  100 pM CDDP t rea tment
a  s ign i f i can t  decrease in  P I -GG,  PI -AG and the  Pt -GMP adduct .  In  GLCO-CDDP a
s ign i f i can t  decrease is  measured in  the  to ta l  P t  bound to  DNA,  the  PI -AG and
the  PI -GMP adduct .  I t  i s  remarkab le  tha t  tho  decrease in  to ta l  P t  bound to
D N A  c a n n o t  b e  e x p l a i n e d  b y  a n y  a d d u c t  m e a s u r e d  b y  t h e  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s .
The remova l  o f  the  to ta l  P t  bound to  DNA in  GLC4-CDDP can be  hampered by
n a l i d i x i c  a c i d ,  a  t o p o i s o m o r a s e  i n h i b i t o r .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  i n  G L C O - g p p p  
"
r e p a i r a b l e  a d d u c t  i s  f o r m e d  w h i c h  c a n n o t  b e  d e t e c t e d  b y  t h e  p o l y c l o n a l
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a n t i b o d i € s .  I n  c o n c l u s i o n ,  n o  e v i d e n c e  i s  f o u n d  t h a t  r e p a i r  o f  t h e  P t - G G ,  P t -
A G ,  G - P t - G  a n d  t h e  P t - G M P  a d d u c t  i s  a n  i m p o r t a n t  m e c h a n i s m  i n  C D D P
r e s i s t a n c e .
C h a p t e r  5  d e s c r i b e s  t h e  c o m p a r i s o n  b ê t w ê ê n  a n  a d r i a m y c i n  ( G L C 4 - A D R )  a n d
a  C D D P  r e s i s t a n t  ( G L C 4 - C D D P )  c e l I  l i n e ,  b o t h  c e l l  l i n e s  h a v e  b e e n  d e r i v e d
f r o m  t h e  s a m e  p a r e n t  c e l  I  I  i n e  ( G L C 4 ) ,  b y  i n  v i t  r o  i n c u b a t  i o n  w i t h
r e s p e c t i v e l y  A D R  a n d  C D D P .  I n  t h e  c l i n i c  o f t e n  c o m b i n a t i o n s  o f  d r u g s  a r e  u s o d
t o  p r o v e n t  r e s i s t a n c o .  T h i s  s t r a t e g y  i s  b a s e d  o n  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  a  c l o s e
r e l a t i o n  e x i s t s  b e t w e e n  t h e  m o d e  o f  a c t i o n  a n d  t h e  m e c h a n i s m  o f  r e s i s t a n c e .
I n  c o m p a r i n g  t h e  r e s i s t a n t  c e l l  l i n e s  w i t h  G L C 4  n o  d i f f e r e n c e  i s  f o u n d
b e t w e e n  t h e  c e l l  m o r p h o l o g y ,  t h e  d o u b l i n g  t i m e ,  c h r o m o s o m a l  d a m a g e , a n d  t h o
g l u t a t h i o n e  S - t r a n s f e r a s e .  C o m p a r e d  w i t h  G L C 4  i n  G L C 4 - A D R  a n  i n c r e a s e  i s
f o u n d  i n  t h e  a m o u n t  o f  d o u b l e  m i n u t e s  p e r  c e l 1 ,  a n d  i n  G L C r - C D D P  a  d e c r e a s e .
In  GLCO-ADR and GLC4-CDDP compared w i th  GLC4 a  decrease is  found in  the
c l o n i n g s e f f i c i e n c y ,  t h e  c e l l u l a r  d r u g  l e v e l  a n d  t h o  D N A  d a m a g e .  T h e
s u l f h y d r y l  a n d  t h e  G S H  c o n t e n t  i s  r e d u c e d  i n  G L C O - A D R  a n d  i n c r e a s e d  i n  G L C 4 -
C D D P .  G l u t h a t i o n e  r e d u c t a s e  i s  i n c r e a s e d  i n  G L C 4 - A D R  a n d  e q u a l  i n  G L C O - A D R
c o m p a r e d  w i t h  G L C 4 .  T h e  p r o t e i n  c o n t e n t  i s  e q u a l  i n  G L C O - A D R  c o m p a r e d  w i t h
G L C 4 ,  b u t  r e d u c e d  i n  G L C 4 - C D D P .  I n  G L C O - A D R  c r o s s  r o s i s t a n c o  i s  f o u n d  f o r
C D D P  a n d  c o l l a t o r a l  s e n s i t i v i t y  f o r  m e l p h a l a n .  I n  G L C . - C D D P  c r o s s  r e s i s t a n c e
i s  f o u n d  f o r  a d r i a m y c i n  a n d  m e l p h a l a n .  C o n c l u d i n g ,  i n  s p i t e  o f  t h e
d i f f e r e n c e s  f o u n d  i n  G L C 4 - A D R  a n d  G L C . - C D D P ,  w h i c h  p o i n t  o u t  a  d i f f e r e n t
m e c h a n i s m  o f  a c t i o n  f o r  a d r i a m y c i n  a n d  C D D P ,  t h o r e  i s  c r o s s  r o s i s t a n c e  f o r
C D D P  a n d  a d r i a m y c i n e .  T h e r e f o r e  o n  t h e  b a s i s  o f  t h e  m e c h a n i s m  o f  a c t i o n  n o
p r e d i c t i o n s  c a n  b e  m a d e  a b o u t  t h e  o c c u r r e n c e  o f  c r o s s  r e s i s t a n c e .
C h a p t e r  6  d e s c r i b e s  t h e  m o d u l a t i o n  o f  t h e  c y t o t o x i c i t y  o f  t h e  C D D P
r e s i s t a n t  c e l l s  w i t h  d o c o s a h e x a e n o i c  ( D C H A ) ,  a  p o l y  u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d ,
T h i s  f a t t y  a c i d  o f  t h e  w - 3  c l a s s ,  o c c u r s  i n  t h e  d i e t  p r i m a r i l y  i n  f i s h  o i t s .
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S u r v i v a l  s t u d i e s  p o i n t  o u t  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  G L C O - C D D P
c e l l s  a f t e r  D C H A  i n c o r p o r a t i o n ,  o n  t h o  o t h e r  h a n d  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  G L C O
r e m a i n s  t h e  s a m e .  D C H A  i n c o r p o r a t i o n  h a s  n o  e f f e c t  o n  t h e  G S H  l e v e l ,  b u t
r e s u l t s  i n  b o t h  c o l l  l i n e s  t o  a n  e q u a l  d e g r e e  i n  a n  i n c r e a s e d  c e l l u l a r  P t
c o n t e n t  a n d  P t - D N A  b i n d i n g ,  A l s o  a n  i n c r o a s o  i s  m e a s u r e d ,  i n  b o t h  c e l l  l i n e s ,
i n  t h e  P I - G G ,  P I - A G ,  G - P I - G  a n d  P I - G M P  a d d u c t  c o n t e n t ,  n o  c h a n g e  i n  a d d u c t
p r o p o r t i o n  i s  d e t e c t e d ,  D C H A  i n c o r p o r a t i e  r e s u l t s  i n  a n  i n c r e a s e d  i n t e r s t r a n d
c r o s s l i n k  f o r m a t i o n  i n  G L C 4 - C D D P ,  b u t  n o t  i n  G L C O .  I n  c o n c l u s i o n ,  D C H A
a d d i t i o n  r e s u l t s  i n  G L C 4  i n  a n  i n c r e a s e d  t o l e r a n c e  o f  c e l l u l a r  P t ,  P t - D N A
b i n d i n g  a n d  t h e  a m o u n t  o f  t h e  P I - G G ,  P I - A G ,  G - P I - G  a n d  P I - G M P  a d d u c t s .  I n
G L C 4 - C D D P  D C H A  r e s u l t s  i n  a n  i n c r e a s e d  s o n s i t i v i t y  f o r  C D D P .  S t r i k i n g  i s  t h e
f a c t  t h a t  o n l y  t h e  i n t e r s t r a n d  c r o s s l i n k  f o r m a t i o n  c o r r e l a t e s  w i t h  t h e
c y t o t o x i c i t y  a f t e r  D C H A  i n c o r p o r a t i o n .  T h e s e  f i n d i n g s  m a k e  i t  i n t e r e s t i n g  t o
i n v e s t i g a t o  t h e  e f f o c t  o f  t h e  c l i n i c a l  a p p l i c a b l o  f i s h  o i l s  i n  C D D P  t r e a t e d
p a t i € n t s .
CONCLUSION.
T h i s  t h e s i s  d e s c r i b e s  h o w  r e s i s t a n c o  a g a i n s t  t h e  c h e m o t h e r a p e u t i c  d r u g
C D D P  c a n  b e  r a i s e d  i n  v i t r o  i n  h u m a n  t u m o r  c e l l  l i n e s .  T h e r e a f t e r  a  n u m b e r  o f
e x p e r i m e n t s  a r e  r o p o r t e d  t h a t  c l a r i f y  t h o  c h a n g e s  t h a t  c a n  b e  r e s p o n s i b l o  f o r
r e s i s t a n c e  i n  t h o  t u m o r  c o l l s ,
T h e  m o s t  i m p o r t a n t  c h a n g e  i n  t h e  r € s i s t a n t  c e l l s  i s  a  r e d u c e d  a m o u n t  o f
P t  D N A  a d d u c t s  c o m p a r e d  t o  t h e  s e n s i t i v e  m o t h e r  c e l l  l i n e .  T h i s  r e d u c o d
n u m b e r  o c c u r s  b e c a u s e  t h e r e  a r o  l e s s  i n t e r s t r a n d  a s  w e l l  a s  i n t r a s t r a n d
c r o s s l i n k s .  T h i s  i s  n o t  a  c o n s e q u o n c e  o f  a  r o d u c e d  P t  e n t r a n c e  i n t o  t h e  c e l l ,
a s  c o l l u l a r  a n d  n u c l e a r  P t  l e v e l s  a r e  t h e  s a m o  i n  t h e  r e s i s t a n t  a n d  s e n s i t i v o
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